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Nadruk of vertaling, ook van gedeelten, is alleen geoorloofd na 
schriftelijke toestemming van de directie van het proefstation en de 
auteur. Het ministerie van Landbouw, Natuurbeheer en Visserij, de 
Stichting Proefstation voor de Boomkwekerij, de Stichting 
Boomteeltproeftuin voor Noord-Brabant, Limburg en Zeeland (Horst), de 
Stichting Boomteeltproeftuin "De Boutenburg" (Lienden) en de Stichting 
Boomteeltproeftuin Noord-Nederland (Noordbroek) stellen zich niet 
aansprakelijk voor eventuele schadelijke gevolgen, ontstaan door het 
gebruik van de gegevens die in deze uitgave zijn gepubliceerd. 
SAMENVATTING 
De invloed van wortelextracten en temperatuur op de kieming van 
Metarhizium anisopliae *. 
Boskoop 1992. 
Intern verslag 4102-18c 
A.I. van Tol (stagiaire) 
De kieming van M. anisopliae is onderzocht op vier verschillende 
media, nml. SDA, WA en twee Thuja-agars. Het verschil tussen de 
Thuja-agars was dat de ene was verkregen door hittesterilisatie 
(Thuja-agar) en de andere door een membraanfiltratie (Thuja**-agar). 
De kieming is bij de Thuja-agar duidelijk geremd terwijl bij de andere 
Thuja**-agar geen remming waar te nemen is. Een verklaring voor dit 
feit zou kunnen zijn dat bij de Thuja**-agar de concentratie wortelsap 
te laag is. Ook op SDA en WA is de kieming van de schimmel goed. 
De met * gemerkte middelen of behandelingen zijn niet voor het 
genoemde doel in de boomkwekerij toegelaten. 
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DOEL 
Het bepalen van de invloed van de waardplant en temperatuur op de 
kleming van de sporen van Metarhizium anisopliae*. Ook is gekeken of 
er verschil is tussen een wortelmedia verkregen door hittesterilisatie 
en een wortelmedia verkregen door membraanfiltratie. 
De met * gemerkte middelen of behandelingen zijn niet voor het 
genoemde doel in de boomkwekerij toegelaten. 
PROEFOPZET 
De kieming van de sporen is onderzocht op vier verschillende media bij 
drie verschillende temperaturen. De temperaturen zijn 9, 12 en 15 b. 
Per media en per temperatuur zijn er 24 platen bespoten met de 
sporensuspensie. De gebruikte media staan vermeld in tabel 1. 
Tabel 1 Media en doseringen 
Medium Dosering 
Wateragar (WA) 10^/plaat 
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) lOg/plaat 
Thuja-agar 10g/plaat 
Thuja-agar** 10 /plaat 
** deze agar is verkregen door aan wateragar 2 ml geconcentreerd en 
door een membraanfilter gefiltreerd wortelsap van Thuja toe te voegen. 
Op 25 november werden de korrels BIO 1020* geïncubeerd in 6 
petrischalen met een vochtig filtreerpapiertje in de deksel. Deze 
schalen zijn vijf dagen weggezet bij 2h om de schimmel te laten 
sporuleren. De sporen van vier platen werden verzameld en vervolgens 
werd een suspensie gemaakt door de sporen in 100 ml steriel water over 
te brengen en ca. 20 minuten op een roermotor goed te mengen. Uit deze 
suspensie werden twee monsters genomen om m.b.v. een heamacytometer de 
exacte concentratie te bepalen, goor middel van een verdunning werd 
een suspensie gemaakt van ca. 10 sporen per ml. Per plaat werd er ca. 
1 ml van deze suspensie uitgespoten m.b.v. een verstuiver. 1 ml komt 
overeen met acht keer knijpen in het ballonnetje. 
WAARNEMINGEN 
Tussen 1 en 4 december werden de platen beoordeeld. Per plaat werd één 
telling van 100 sporen uitgevoerd. Van deze 100 sporen is gekeken 
hoeveel er gekiemd waren. In basisinformatie 5 staan de waarnemingen. 
RESULTATEN EN BESPREKTNfl 
Een samenvatting van de resultaten staat in tabel 2 t/m 4. Voor elke 
temperatuur is er een tabel. In de tabellen staat het gemiddelde 
kiemingspercentage per plaat in de tijd voor de verschillende 
voedingsmedia. 
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Tabel 2 - Gemiddelde kiemingspercentages bij 9°C per plaat (n=6) in de 
tijd bij vier verschillende voedingsmedia. 
Medium Aantal uren 
24 48 72 96 
SDA 
WA 
Thuja 
Thuj a** 
0,33 
0,50 
0 
0,5 
27,00 
47,33 
0,17 
26,33 
86,33 
89,00 
0,17 
90,17 
99,50 
94,83 
0,67 
99,33 
Tabel 3 - Gemiddelde kiemingspercentages bij 12°C per plaat (n-6) in 
de tijd bij vier verschillende voedingsmedia. 
Medium Aantal uren 
24 48 72 96 
SDA 
WA 
Thuja 
Thuj a** 
9,83 
48,83 
0 
17,50 
98,33 
88,83 
0,17 
94,17 
100,00 
98,17 
8,00 
99,33 
100,00 
100,00 
23,33 
100,00 
Tabel 4 - Gemiddelde kiemingspercentages bij 15*^ per plaat (n-6) in 
de tijd bij vier verschillende voedingsmedia. 
Medium Aantal uren 
24 48 72 96 
SDA 
WA 
Thuja 
Thuj a** 
82,80 
75,00 
0 
82,00 
98,83 
98,33 
10,33 
96,00 
100,00 
99,17 
31,67 
97,83 
100,00 
100,00 
37,33 
100,00 
De kieming van M. anisopliae is bij de Thuja-agar sterk geremd. Bij 
9dC is de kieming nihil, bij 12®C is er na 96 uur een klein percentage 
kieming en bij 15°C is na 48 uur een klein gedeelte al gekiemd. Deze 
remming in kieming vinden we niet terug bij de andere Thuja**-agar. De 
kieming op dit medium is vergelijkbaar met de kieming op WA. Op SDA 
kiemt de schimmel zeer goed bij 12°C en 15 °C, bij 94C komt de kieming 
wat later op gang maar wordt ook de 100% bereikt. Ook op WA kiemt de 
schimmel zeer goed, de kieming is vergelijkbaar met de kieming op SDA, 
wat betekent dat de schimmel weinig voedingsstoffen nodig heeft om te 
kiemen. 
VOORLOPIGE CONCLUSIE 
Omdat de resultaten door tijdgebrek niet statistisch zijn verwerkt 
kunnen er geen uitspraken worden gedaan over de gegevens. Een 
mogelijke uitkomst van deze proef kan zijn dat er bij Thuja-agar 
remming optreedt bij de kieming en dat er verschillen zijn in remming 
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tussen de twee Thuja-agars. Een mogelijke verklaring hiervoor is dat 
bij de Thuja**-agar de concentratie wortelsap te laag is. 
Als de invloed van wortelextracten op de kieming van Metarhizium 
axiisopliae wordt onderzocht is het zaak om er eerst achter te komen of 
er tijdens de hittesterilisatie stoffen ontstaan die in gewoon 
wortelsap niet voorkomen. Bij het bereiden van de wortelagars moet dan 
ook worden gezocht naar een manier om de agars zo steriel mogelijk te 
bereiden zonder een hittesterilisatie. Een mogelijkheid zou kunnen 
zijn dat er zo steriel mogelijk geconcentreerd wortelsap wordt gemaakt 
(bv. 20 gram wortels in 0,5 1 water) en dat er een geconcentreerde 
agaroplossing wordt gemaakt (bv. 20 gram agar in 0,5 1 water). De 
agaroplossing wordt aan de kook gebracht en dan wordt langzaam het 
wortelsap toegevoegd zodat de agar niet stolt. Als al het wortelsap is 
toegevoegd gelijk platen ervan gieten en de platen gelijk gebruiken. 
Op deze manier is de temperatuur van het sap niet boven de 80 °C 
geweest. 
